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　The　fluorescent　calcium　probe，　Fura　2，　was　used　to　determine　the　effects　of　carbachol，　histamine
and　gastrin　on　intracellular　calcium　（（Ca2’）i）　in　rabbit　parietal　cells　enriched　to　700／o　purity　by　a
centrifugal　elutriation　system．　Carbachol　（10一‘M），　histamine　（10一‘M），　and　gastrin　（10－7M）　in－
creased　（Ca2’）i　in　the　order　of　carbachol＞　gastrin＞　histamine．　The　response　evoked　by　each
secretagogue　was　blocked　by　the　selective　antagonist　for　each　secretagogue．　NaF，　a　direct　activator
of　guanine　nucleotide　binding　proteins，　over　5　mM，　dose－dependently　mobilized　（Ca2’）i．　ln　addition，
NaF　stimulated　cAMP　production　at　20mM，　which　was　170／o　of　histamine　（10r‘M）　stimulation．
When　parietal　cells　were　simultaneously　stimulated　with　NaF　and　histamine，　histamine－stimulated
cAMP　production　was　attenuated　by　NaF　at　much　lower　doses．　Pretreatment　of　parietal　cells　with
pertussis　toxin　reversed　the　inhibitory　effect　of　NaF．　These　results　suggest　that　Naf　differentially
activates　heterogenous　groups　of　G　proteins　in　intact　parietal　cells，　specifically　that　a　lower　dose
of　NaF　stimulates　Gi　while　it　activates　Gq　and　Gs　at　higher　doses．
1．緒 言
　胃酸は胃体部粘膜胃底腺に存在する壁細胞から分
泌されているが，その分泌調節には神経や血流，ホ
ルモンなどの複雑な因子が関与している．しかも胃
体部粘膜は壁細胞，主細胞，内分泌細胞，被蓋上皮
細胞など多種の細胞から構成されているので，細胞
レベルでの酸分泌調節機構を検討するためには，こ
れら機能的に多様に分化した細胞群から壁細胞を分
離，純化する必要がある．10年余り前から分離純化
した単離壁細胞を用いて酸分泌機構を研究する事が
可能となり，少なくとも2つの独立した細胞内情報
伝達機構が胃酸分泌の活性化に関与していると考え
られるようになってきた1）2）．一方はヒスタミンレセ
プターを，他方はムスカリンレセプターやガストリ
ンレセプターを介する情報伝達機構である．しかし，
各種のエフェクター蛋白に受容体刺激の情報を伝達
するG蛋白が単一なのか複数なのか，さらにそれら
の間の相互作用の有無などについてはあまり明らか
にされていない．今回我々は，各種酸分泌刺激を単
独あるいは組み合わせて家兎単離壁細胞内〔Ca2＋〕i
の変動を測定するとともにG蛋白を直接活性化す
（1992年7月16日受付，1992年9月5日受理）
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るとされるNaF3）による細胞内cAMP及び
〔Ca2＋〕iに対する効果を検討することにより，壁細
胞膜上に種々のG蛋白の存在と，これら種々のG
蛋白の活性化や相互作用にあらたな知見を見いだし
たので報告する．
II．方 法
　1）家兎分離壁細胞の調節
　体重2．0～2．4kgの家兎胃をネンブタール麻酔下
に切除後，胃底腺領域の粘膜を素的に粘膜下層から
剥離し，0．1％牛血清アルブミン（SIGMA）を含む
氷冷Hanks（ニッスイ）液（BSA－HBSS）（1．26
mM　CaCI2，　5．36　mM　KCI，　O．43　mM　KH2PO4，
O．81mM　MgSO4，　136．8mM　NaCI，　O．004　mM
NaHCO3，　O．33　mM　Na2HPO4，　5．55　mM　Glucose，
0．048mM　Phenol　Red，10　mM　Hepes）中で鋏に
より細切する．細切した粘膜片を0．03％コラゲナー
ゼ（Type　I，　SIGMA，　St．　Louis，　Mo）十〇．6％
ディスパーゼ（合同酒精）による酵素処理にて20分，
次に0．03％コラゲナーゼ＋0．1％ディスパーゼ処理
を20分さらに1mM　EDTA（和光）によるキレート
処理を5分そして最後に0．3％コラゲナーゼ＋
0．1％ディスパーゼ処理を約5分加え遊離胃粘膜細
胞を得た．このようにして得た胃粘膜分離細胞をナ
イロンメッシュ（No．220）にかけたのちCa2＋，　Mg2＋
除去，0．1％BSA含有Hanks液（5．76　mM　KCI，
O．43mM　KH2PO4，　136．8mM　NaCI，　O．004　mM
NaHCO3，　O．33　mM　Na2HPO4，　5．55　mM　Glucose，
0．048mM　Phenol　Red，10　mM　Hepes）に浮遊さ
せ遠心流出法（Beckman　JE－6　B）により分画した
（図1）．すなわち1400rpm，流速20　ml／minで小細
胞および中型細胞を除いた後，流速を50ml／minに
あげて壁細胞を中心とする大型細胞を流出させた．
これにより約6－8gの胃底腺粘膜から純度約70％
以上の壁細胞を含む約60－80×106個の分離壁細胞
が得られた．このようにして得られた壁細胞の位相
差顕微鏡像を図2 示す．比較的大型の細胞が壁細
胞で，小型の細胞に比べると非常に豊富になってい
る事がわかる．また，得られた壁細胞のviabilityは
トリパンブルー排出試験にて95％以上であった．
　2）細胞内遊離カルシウムの測定
　家兎壁細胞への蛍光プローブFura　2－AM
Rabbit　fundic　mucosa
　　　，
Minced　by　a　pair　of　razor　blades
　　　，
Incubate　in　digestion　media　A　at　37“C　20min
　　　，
Incubate　in　digestion　media　B　at　37“C　15－20min
　　　，
Incubate　in　digestion　media　C　at　37“C　5min
　　　，
Incubate　in　digestion　media　A　at　37“C　3－15min　with
repeated　pipetting
　　；
Wash　the　liberated　cells　in　Hanks－HEPES－BSA　buffer
　　，
Fiiter　through　fine　nyion　mesh
　　，
Centrifugal　Elutriation　（Beckman　Elutriator　JE6B）
Digeation　media　A：　Hanks－HEPES“BSA　buffer　containing
　　　　　　　　30mg／d2　of　crude　collagenase　（Sigma　Type　1）
　　　　　　　　and　600mg／d2　of　dispase　（Godo　Shusei　Co．）
Digestion　media　B：Hanks－HEPES－BSA　buffer　containing
　　　　　　　　30mg／d2　of　crude　collagenase　and　100mg／d2
　　　　　　　　0f　dispase
Digestion　media　C：　Ca＋＋，　Mg＋＋　free　Hanks－HEPES　buffer　containing
　　　　　　　　1　mM　of　EDTA
図L　家兎分離壁細胞浮遊液の作成
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　　　　　　　　　図2．家兎分離壁細胞の位相差顕微鏡像（×100）
（Molecular　Probe，　Eugene，　OR）の負荷はChew
らの方法4）に基づいて行なった．すなわちFura　2－
AM　4μMを含むHBSS緩衝液に分離細胞を2×
106個／minに浮遊させ37℃で20分インキュベー
トした後HBSS緩衝液で洗浄後これをHBSS緩衝
液で106個／milに浮遊させ使用した．蛍光強度は島
津の蛍光分光光度計RF－5000を用いて37℃に維
持したキュベット内で細胞浮遊液を緩和に自動撹拝
しつつ測定し，カルシウム濃度は自動的に2秒間隔
で変化する340nmと380　nmの2波長励起による
蛍光強度の比からGrynkievikz5）の方法によって求
めた．
　3）cAMP測定
　HBSS緩衝液中に浮遊させた2×106個／milの分
離壁細胞をisobutyl－methy1－xanthine（IMX）（半井
化学）10－4M存在下にて，10－4　Mヒスタミン（和
光）存在，非存在下で様々の濃度のNaF（和光）と
ともに37℃，30分インキュベートした．2m1氷結
Hanks液にて反応を中止し1500　rpm　90秒遠沈後，
上清を除去しpelletに1mlの6％trichloroacetic
acid（TCA）液を加え壁細胞を超音波破砕した後
3000rpm　10分遠心し上清を得た．上清に対し3倍
量の水飽和エーテルを加え混和後2000rpm　5分遠
心し，上層を吸引除去するというエーテルによる洗
浄操作を3回くり返して，TCAを除去したのち，
cAMPをラジオイムノアッセイキット（Yamasa）
を用いて測定した．
　4）IAP（lslet　Activating　Protein＝百日咳毒素）
　　処理後のcAMP及び〔Ca2＋〕iの測定
　IAP処理には長時間かかるため，生存率を高める
目的で栄養に富むEagles’Minimum　Essential
Medium　with　Hank’salts（EME）液で分離壁細胞
を100ng／ml　IAP（Funakoshi）とともに，2時間
37℃インキュベートした後にcAMP及び〔Ca2＋〕i
の測定をした．（EME液中でも壁細胞を3時間以上
の長期にインキュベートすると生存率の著しい低下
を招くためIAP処理時間を2時間とした．）
　5）推計学的分析
　2群間での有意差検定はStudentのt－testで行な
い，P値がO．05以下の場合を有意差ありとした．成
績はmean±SEで表した．
III．結 果
　1）各種酸分泌刺激物質による分離壁細胞内力ル
　　シウム動員効果
　酸分泌の代表的なアゴニストであるHistamine
（10－4M），Carbachol（10－4M），Gastrin（10－7M）刺
激により，〔Ca2＋〕iはいずれも1分以内に急激に上
昇した．その上昇（△〔Ca2＋〕i）はCarbacho1でも
っとも大きく次いでGastrin，　Histamineの順であ
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り，Histamineによる〔Ca2＋〕iの上昇はCarbachol
の1／4にすぎなかった（表1）．これらのいずれにお
いても，〔Ca2＋〕iは三値に達した後低下するが，刺激
前値まで下がらずやや高いレベルに維持された（図
3）．また，IAP前処理後のCarbachol，　Histamine，
Gastrin刺激においても，同様の〔Ca2＋〕i上昇が認
められた．しかし，dbcAMP　10－4M，　Forskolin　10－5
表1．酸分泌刺激物質による分離壁細胞内カルシ
　　ウム上昇度
M±SE（nM）
CarbachoI
@（10－4M）
in＝22）
Histamine
i10－4M）
in＝12）
Gastrin
i10曽アM）
in＝9）
基　準　値 174±10 161±13 149±15
頂　　　値 274±17o＜0．01
186±14 201±23
o〈0．05
104±11 24±3 53±11
　　△【Ca朴】i
i頂値一基準値）
P〈0．01　　　　　P＜0，05
@　　　P＜0．01
M刺激では〔Ca2＋〕i上昇は認めなかった．
　2）各種レセプター拮抗薬のカルシウム動員効果
　　に対する影響
　ムスカリンレセプター拮抗薬であるAtropine
10－5M前投与後のCarbachol刺激で，〔Ca2＋〕i上
の抑制が認められたが，その後のHistamine刺激
では〔Ca2＋〕iの上昇を認めた．又，　H2プロッカー
のひとつであるCimetidine　10－4M前投与後のHis－
tamine刺激による〔Ca2＋〕i上昇は抑制されたが，
Carbachol刺激では，〔Ca2＋〕i上昇を認めた．一方，
Atropine前投与及びCimetidine前投与後のGas－
trin刺激では〔Ca2＋〕i上昇の抑制は認められなかっ
た（図4）．L3647、8は本来CCK（Cholecystokinin）
のアンタゴニストであるが，プログルミドに比べよ
り低濃度からGastrinの受容体抑制を示すとされて
いる．図には示していないが，このL36、，，s　10”6M前
投与後のGastrin　10　7M刺激では〔Ca2＋〕i上昇の抑
制が認められたがこれらはHistamine，　Carbachol
による〔Ca2＋〕iには影響を与えなかった．
CcaD，
300
　nM
200
冒
His　lo－4
Gas　10－7　M
100
　図3．酸分泌刺激物質による分離壁細胞内カルシウム動員効果
　　　Car：Carbachol　10H‘M
　　　His：Histamine　10’‘M
　　　Gas：Gastrin　10一’M
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ICa’），
300
200
nM
　　　Car　10－4Atropine
　10－S　M
His　10－4　M
His　10mq4
Cim　10－A　M Car　10－A　M
Ga510－7　M
Atropine　10－S　M
　　Gas　10r7　MCim
10－4　M
冒
100
図4．各種レセプター拮抗薬の細胞内カルシウム動員効果に対する影響
Cca一），
　nM300
200
100
His　10－4M Gas　10－7M
Car　10－4M
　　　　lmin
　　　図5．細胞外Ca2＋の壁細胞カルシウム動員効果に対する作用
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　3）細胞外Ca2＋のカルシウム動員効果に対する
　　影響
　細胞外液のCa2＋を除去した際，　Carbachol，　His－
tamine，　Gastrin刺激によるカルシウム動員効果は，
細胞外液Ca2＋存在下での場合と同様に，頂値に達
するまでの時間及び〔Ca2＋〕i上昇度に変化が認めら
れなかった（図5）．
　4）種々のアゴニストの連続刺激でのカルシウム
　　動員効果に対する影響
　Histamine投与後のCarbachol刺激及びGastrin
投与後のCarbachol刺激では〔Ca2＋〕iはさらに上
昇を示したが，Carbachol投与後のHistamine刺
激及びCarbachol投与後のGastrin刺激では
〔Ca2＋〕i上昇は認められなかった．
　5）NaFの細胞内Ca2＋濃度に対する効果
　NaFは5mMから20　mMまで容量依存的に
A［Ca”］i
　（n　M）
　　60
50
40
30
20
10
O　5　10 20　30　　　NaF　（mM）
図6．NaFの濃度と細胞内カルシウム上昇度との
　　関係
〔Ca2＋〕i上昇を示した（図6，表2）．20　mM　NaF刺
激にて〔Ca2＋〕iは基準値160±11　nMから頂値
201±12nM（p＜0．01）に増加した．この反応はアゴ
ニスト刺激と比較すると緩やかな増加を示し，頂値
に達するのに刺激後75秒を要し，その後徐々に低下
するが闇値まで低下せずやや高いレベルで維持され
た（図7）．NaFによる〔Ca2＋〕i上昇反応は，細胞
外Ca2＋除去，　La3＋（500μM），及び各種受容体拮
抗剤にても影響を受けなかった（図7）．また，IAP
前処置にても影響を受けなかった．同様の反応は20
mM　KFでも認められたがNaCIやKCIでは認め
なかった．金属キレート剤のDeferoxamine（0．5
mM）処理にてNaFの〔Ca2＋〕i上昇は解除された．
Carbachol投与後のNaF刺激では〔Ca2＋〕i上昇を
認めなかったがNaF投与後のCarbacho1刺激では
〔Ca2＋〕i上昇を認めた．またNaF投与後のHis－
tamine刺激では〔Ca2＋〕i上昇を認めなかったが
Histamine投与後のNaF刺激では〔Ca2＋〕i上昇を
認めた．Gastrin投与後のNaF刺激では〔Ca2＋〕i上
表2．NaFの濃度における細胞内カルシウム上昇
　　度
NaFの
@濃度 　5mM
in＝4）
10mM
inニ6）
20mM
in＝17）
基準値 155±20 168±19 160±11
頂　　値 157±18 201±23
201±12
o＜0．01
△［Ca什工i 2±2 33±6 41±3
［Ca一］，
250
200
150
100
nM
　　CaH　（一｝
　　MgH　（”） La”　C500pM＞
t
NaF
｛20mM）
冒
　t
　NaF（20mM）
L一一．一．．J
1　min
　　t
　NaF　（20mM）
一1mtn
図7．細胞外Ca2＋及びLa3＋のNaFに
　　よる細胞内カルシウム動員効果に対
　　する作用
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昇を認めなかったが，NaF投与後のGastrin刺激
では〔Ca2＋〕i上昇を認めた（図8）．2mM　NaF投
与後のCarbachol，　Histamine，　Gastrin刺激によ
る〔Ca2＋〕i上昇度と，　Carbachol，　Histamine，
Gastrin単独投与による〔Ca2＋〕i上昇度とはほぼ同
様であった．
［c｣1
250
200
150
250［
200
　　奮　　　l　　NaF　Carbachol一（20mM）　（10－4M）
1min
　t
NaF
一　（20mM）
1　min
250
200
150
　t
Histamtne
（10－4M）
250
200
150
250
200
150
250
200
　　　t　　　t
　　　NaF　GastrinLT；mFT　Ien　（20MM）　（10”fM）
　　　　　　　　　150
　　t　　t
棉．『1舗ol（NaF20mM）
t T
　Hsstamtne　NaF一　（10－4M）　（20mM）
1mtn
　　　t　　　t
　　Gastrin　NaF一　（10’］M）　（20mM）1min
図8．各種酸分泌刺激剤とNaF連続刺激による細
　　胞内カルシウム動員効果
　6）NaFのcAMPレベルに対する作用
　Carbacho1，　Gastrin刺激ではcAMP産生を認め
なかった．IMX（10－4M）存在下にてNaFは20
mM刺激でコントロールに比べ3．6倍のcAMP産
生を示した．しかしながらこのNaFによるcAMP
値はHistamine単独刺激の17％にすぎなかった
（図9）．壁細胞をNaFとHistamine同時投与で刺
激するとNaFはHistamineによるcAMP産生を
抑制した．cAMP値は各々NaF　2　mM，5mM，20
mMでHistamine単独刺激の83．7％，73。3％（p＜
0．01），45．7％（p＜0．01）に容量依存的に低下した
（図9）．壁細胞にIAP前処理を行うとこの抑制効
果は完全には解除されないものの，NaF　2　mM，5
mM，20　mMで92．1％，99．7％，66．8％となり，
NaFによる抑制効果の回復が見られた（図9）．
IV．考 察
　家兎分離壁細胞でCarbachol，　Histamine，　Gas－
trinにより　〔Ca2＋〕iが上昇し，これが各々の拮抗
剤によって特異的に抑制されたことから，各々の刺
激が膜の独立したレセプターを介して細胞内に伝達
されている事を示している．3者の刺激剤による
〔Ca2＋〕i上昇が細胞外液のCa2＋を除去した際にも
同様に認められるので，これらの〔Ca2＋〕i上昇は，
初期相においては細胞内のCa2＋ストアーからの遊
離によるものと考えられた．しかし後期相において
は細胞外液Ca2＋存在下での〔Ca2＋〕i上昇が前値ま
で下がらずやや高いレベルに維持されるのに対し，
細胞外液のCa2＋を除去した場合にはCarbacholに
よる〔Ca2＋〕i上昇がほぼ前値まで下降する傾向が見
られた事から，カルシウムチャンネルを介した細
胞外からのCa2＋流入の関与も考えられた．　His一
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図9．NaFのcAMP産生に対する作用
　　左図二□IAP（islet　activating　protein）
　　未処理時のNaFによるHistamine刺
　　激cAMP産生の抑制を示す．有意差は
　　NaF非添加時を対象として検定を行っ
　　た．
　　右図：IMX（isometyl．metyl－xanthine）
　　存在下でのNaFによるcAMP産生を
　　示す．
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tamineは従来からcAMP系を介した情報伝達が主
と考えられていたが〔Ca2＋〕i系も同時に活性化する
と考えられ，Chewらの成績を確認した結果となっ
た．ForskolinやcAMPアナログによってHis－
tamineレセプターを介さず直接アデニル酸サイク
レースcAMP系を刺激する事によって〔Ca2＋〕i上
昇は認められなかった事から，Histamineによる
〔Ca2＋〕i上昇はcAMP上昇を介した二次的反応と
は考えにくい．またIAP前処理においても　His－
tamineによる〔Ca2＋〕i上昇を認めた事から少なく
ともHistamineによるCa2＋上昇作用にIAP感受
性GTP結合蛋白質は関与していないと考えられ
る．一方，千葉らはHistamineは壁細胞のアデニレ
ートサイクレースを活性化しcAMP増加をもたら
すがイノシトールリン脂質（PI）代謝回転には影響
しないと報告し6），Histamineによる〔Ca2＋〕i上昇
を報告したChewらはその際inositol　triphosphate
（IP3）上昇を認めなかったとしている4）．このよう
に，通常〔Ca2＋〕iの動員機i構として考えられている
phospholipase　C（PLC）の活性化によるPI代謝回
転やIP3の上昇がHistamine刺激では未だ確認さ
れていない．しかし，ミシガン大学のYamada教授
のグループはHistamine受容体クローンを発現さ
せた細胞ではHistamine刺激によってcAMP産生
とともにIP3の上昇が見られることを報告しており
（personal　communication）それまでの分離細胞に
よる研究ではHistamineによる〔Ca2＋〕i上昇の程
度が小さく，これらの変化を十分把握できていない
可能性があり，今後その機構をより詳細に検討する
必要があろう．菅野らはHistamineによるcAMP
の上昇に関してH2レセプター拮抗薬である
Cimetidineが非常に低濃度から著しく強く抑制を
示すのに対し　H、レセプター拮抗薬である　d－
Chlorphinilamineは低濃度では抑制が低く高濃度
でも前者に比べ比較的弱い事7）を報告している．ま
た，本実験でHistamineによる〔Ca2＋〕i上昇も
Cimetidineで抑制を受けた（図4）．よって，　His－
tamine刺激によりcAMPとともに〔Ca2＋〕iも上昇
させた事はH2レセプターを介した反応であり，1
つの特異的なレセプターを介する反応にも少なくと
も2つ以上のエフェクターが働き，そこには2つ以
上のG蛋白の関与が存在する事が示唆された．種々
のアゴニストの連続刺激実験での〔Ca2＋〕i動員効果
の結果から，アゴニスト受容体活性化に伴ってPLC
活性化とIP3産生をもたらすG蛋白の数または感
受性はHistamine＜Gastrin＜Carbacholの順に
大きいと思われた．菅野らは家兎壁細胞の　Carba－
chol，　Histamine，　Gastrinによるアミノピリンの取
り込みを指標とした八分刺激効果はHistamine＞
Carbachol＞Gastrinのll頃であったと述べてい
る7）．これに対し，今回，〔Ca2＋〕i上昇は高い順から
Carbachol＞Gastrin＞Histamineであり，しか
も酸分泌刺激効果をアゴニストと同等以上に発揮す
るdbcAMP，　Forskolinで〔Ca2＋〕i上昇が認めら
れなかった事から，〔Ca2＋〕iの上昇と酸分泌効果が
正の相関を示さない事が言えた．つまり〔Ca2＋〕i上
昇によってcalmodulin－dependent　kinaseやC－
kinaseの活性化，及びcAMP上昇によってA－
kinaseの活性化などの反応の連鎖によりある特定
の標的蛋白が燐酸化されれば最終的にプロトンポン
プを活性化し酸分泌がおこるのであり，〔Ca2＋〕iや
cAMPの上昇がそのまま単純に酸分泌に結びつく
のではないと思われた．
　以上特異的なレセプターを介した細胞内情報伝達
機構について述べてきたが，次にレセプターからエ
フェクターへ情報伝達するトランスデューサーとし
ての役割のあるG蛋白を直接活性化するNaFを用
いて〔Ca2＋〕i及びcAMPを測定し，種々のG蛋白
の活性化や相互作用について検討を加えた．NaFが
様々な細胞系で細胞内Ca2＋動員効果を示す事が報
告されている8）一’14）．NaFによる〔Ca2＋〕i上昇は他
の酸分泌刺激剤による〔Ca2＋〕i上昇と比べて，いず
れの場合も曲面な上昇を特徴とする．例えばヒト好
中球や血小板などでは〔Ca2＋〕i上昇を示すまでに数
分を要する13）14）が，これはF一が膜に存在するG蛋
白のF　結合部位に到達するのに時間がかかるため
ではないかとされている．家兎壁細胞においては75
秒と比較的早い立ち上がりを示したが，これは細胞
の分離操作によるためと思われた．Deferoxamine
処理後のNaF刺激で〔Ca2＋〕i上昇を認めなかった
事よりF　がAIF，一として作用している事が確かめ
られた．また細胞外Ca2＋除去及びLa3＋存在下に
おいても同様の〔Ca2＋〕i上昇を認めたことから，こ
の効果は細胞内Ca2＋貯蔵部位からの動員と考えら
れた．同様の結果がラット肝細胞8）や膵腺房細胞12）
でも認められており，これらの細胞系ではPLCの
活性化に伴うIP，の充進によって細胞内Ca2＋動員
効果を示したものと考えられている．最近PLCを
（8）
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活性化し〔Ca2＋〕i上昇を引き起こすG蛋白はGqと
同定されてきている15）．従ってNaFもおそらくGq
に相当するG蛋白質を活性化して〔Ca2＋〕iを上昇
させるものと思われるが，NaFや各の酸分泌刺激剤
による〔Ca2＋〕iの上昇の程度は相当異なり，これが
受容体数や活性化されるGqの数の違いに由来する
のか，あるいはGqの中のサブタイプによるのかは
今後明らかにされるべき問題であろう．
　細胞内Ca2＋動員効果の他，　NaFのアデニレート
サイクレース系に対する影響は様々な細胞系で述べ
られているが8）一一12），多くの場合NaFによる生理学
的な効果はcAMPを介さずに行なわれている．家
兎壁細胞ではNaFが酸分泌を担う酵素であるプロ
トンポンプを阻害するため16），NaFによる酸分泌能
を測定することはできないが，高濃度（20mM）の
NaFはcAMP産生を刺激した．すでにG蛋白質
にはアデニレートサイクレースの促進性受容体に関
連して触媒蛋白質を賦活化するGsと抑制性受容体
に関連して触媒蛋白質を賦活化するGiとがあり，
Gsはコレラ毒素により，又Giは百日咳毒素によっ
てADPリボシル化される事が知られている．　NaF
が高濃度で，Histamine単独刺激の場合の17％で
はあるがcAMP産生を刺激した事，その刺激が各
種受容体阻害剤でブロックされなかった事から，直
接Gsを刺激したと考えられた．一方，　Histamine
刺激によるcAMP産生が低濃度のNaFによって
抑制され，この抑制効果がIAPの前投与によって消
失した事はNaFは低濃度からGiも刺激した事を
意味する．Blackmore8）9）もラットの肝細胞におい
て基礎値及びGlucagonやForskolin刺激による
cAMP産生を低濃度のNaFが抑制し，この抑制が
IAP前投与によって消失した事を述べており，我々
と同様の結果が得られている．
　以上，NaFは家兎壁細胞において異種のG蛋白，
（Gq，　Gs，　Gi）を活性化したが，その活性化にはNaF
の濃度によって差異が認められた．すなわち，：NaF
は低濃度でGiを刺激し，高濃度になるにつれ，さ
らにGs，　Gqを刺激するという興味ある結果が得ら
れた．このようなG蛋白の活性化の感受性の差異が
どうして生じるのかは不明であるが，その原因とし
て各々G蛋白の含量やグアニンヌクレオチドに対
する新和性が違う事17）などの可能性が考えられる．
　我々の今回の研究結果をただちに臨床応用に結び
付ける事は不可能であるが，最近，臨床面でのG蛋
白の役割についての報告がなされ，膜を介する情報
伝達の中心的役割を担うG蛋白質の重要性が徐々
に理解されてきている．たとえば，ステロイドによ
る胃粘膜障害の機序として，Gs蛋白量の増加により
Histamineに対する酸分泌反応を充進させる事18），
偽性副甲状腺機能低下症の原因として赤血球膜，骨
細胞，甲状腺細胞などのGsの活性低下が関与して
いる事19｝，内分泌腺腫瘍の成因にG蛋白の遺伝子変
異が関与している事20）などである．このようにホル
モンや神経伝達物質の細胞情報伝達系の重要な構成
要素であるばかりでなく，情報の振幅，減弱，遮断
といった調節も行っているG蛋白の機能変化が細
胞の機能にとって重要な意義を持ち，臨床的な病態
も徐々に明らかにされっつある．胃壁細胞において
も刺激伝導系におけるG蛋白質の詳細な機能の解
析により臨床学的な病態の成因追求をも可能にする
と思われた．
V．結 語
　家兎分離壁細胞を用いて以下の結果が得られた．
　1）各種酸分泌刺激剤による〔Ca2＋〕i動員効果に
　　対する検討
①Histamine刺激によりcAMPのみならず
〔Ca2＋〕iも上昇した事から，1つの特異的なレセプタ
ーを介する反応にも少なくとも2つ以上のG蛋白
が，レセプターエフェクターの関連に関与している
事が示唆された．
②各種酸分泌刺激剤による〔Ca2＋〕i上昇度に差を
認めたことは各レセプターの数，又は活性化される
Gqの数及び新和性に差異のある事が示唆された．
　2）NaFによるG蛋白の活性化に対する検討
①連続刺激の実験より，NaFによりごく一部の
Gqが活性化される事が示唆された．
②IAP処理後のNaF刺激でも〔Ca2＋〕i上昇を認
めた事より，少なくともGqはIAP非感受性であ
り，しかもGiにより抑制を受けていない事が示唆
された．
③NaFは低濃度でGiを，高濃度でGqとGsを
活性化した．
　このように壁細胞には，多様なG蛋白が存在し，
これらG蛋白の活性化や相互作用が最終的に生体
反応を決定している事が示唆された．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た恩師斉藤利彦教授に深甚なる誠意を捧げます．ま
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た終始御指導を頂いた，東京大学保健センター菅野
健太郎助教授，東京女子医科大学付属第二病院内科
斉藤寿仁先生，並びに多大なるご協力を頂いた教室
員各位に深く感謝致します．
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